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• Riparazione e Ricombinazione 

• Tipi di ricombinazione 

• Modello di Holliday 

• Modello rotture a doppio filamento 

• Conversione genica 

• Proteine che intervengono nella ricombinazione 

• Ricombinazione sito specifica 

• Trasposoni 

• Trasposizione ed elementi ripetuti 

• Meccanismi di trasposizione 

• Trasposoni a DNA 

• Retrotrasposoni, retro virus ed LTR 

• Trasposizione elementi LINE e SINE 

• Ricombinazione non omologa 

• Origine variabilità immunoglobuline 




La ricombinazione probabilmente si è evoluta come meccanismo 
di riparazione durante la replicazione 

Se vi è danno, forcella collassa 

Informazione viene presa da elica neosistentizzata 

Ricoperto danno, replicazione può proseguire 




Collasso forca 

Rottura doppio filamento, o blocco forca e collasso 

In entrambi i casi, doppia elica interrotta innesca riparazione per 
ricombinazione 



Esempi suggeriscono che la ricombinazione probabilmente si è 
evoluta come meccanismo di riparazione 



Ricombinazione e replicazione 
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Danno su elica azzurra 

Forca replicativa collassa, si forma rottura dna a doppia elica 

Si forma estremità 3' protruding (freccia) 

Questa invace elica complementare integra e ricopia 
informazione mancante 



^icombinazione e replicazione 



Holliday structure 
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Incrocio fra i due filamenti 
Risuluzione del crossover 

Completamento informazione mancante e ligazione 

Si riforma forca replicativa, la replicazione può continuare 



7 Definizione 



Ricombinazione: 



Rottura e ricongiungimento 
di due molecole di DNA 
parentale che determinano 
la produzione di nuove 
molecole di DNA 




Definizione di ricombinazione 
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Vantaggi della ricombinazione: 

Maggiore variabilità, si originano nuove combinazioni di alleli 

Selezione negativa rimuove alleli deleteri senza rimuovere 
l'intero cromosoma che lo porta 

La frequenza di ricombinazione è proporzionale alla distanza fra 
due marcatori genetici 

Ricombinazione ha permesso ai primi ricercatori costruzione di 
mappe genetiche (in batteri, in drosophila, ecc.) 




Vantaggi della ricombinazione: 

Maggiore variabilità, si originano nuove combinazioni di alleli 

Selezione negativa rimuove alleli deleteri senza rimuovere 
l'intero cromosoma che lo porta 

La frequenza di ricombinazione è proporzionale alla distanza fra 
due marcatori genetici 

Ricombinazione ha permesso ai primi ricercatori costruzione di 
mappe genetiche (in batteri, in drosophila, ecc.) 




Marcatura radioattiva di uno dei due cromosomi parentali, 
permette poi di seguire ricombinazione 




Ricombinazione anche nei procarioti. Anzi, compare nei 
procarioti. 

Probabilmente da sistema di riparazione. 

Fattore di fertilità F, pilus, trasferimento ssDNA da un batterio 
donatore ad un batterio ricevente. 




Trasformazione (esperimento Griffiths) 

Coniugazione 

Trasduzione 



il Tipi di ricombinazione A 



Omologa o A+ y B+ c+ _ A+ 
generale 
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Ricombinazione transposasi 

replicativa, A ^ B C t A r— j B ^ C 

trasposizione 

Elemento trasponibile 




OMOLOGA: 

Durante la meiosi in cellule eucariotiche (crossing over) 
Riparazione post replicativa 

Nei batteri, dopo coniugazione e trasferimento di parte del cromosoma 

=> Ricombinazione geni disposti nello stesso ordine lineare => mappe 
genetiche 

NON OMOLOGA O ILLEGITTIMA: 

Quando i cromosomi omologhi non sono tenuti insieme durante Tanafase; 
può portare ad aberrazione del numero di cromosomi (es. Trisomia 21) 
oppure a trasposizione 

=> Ricombinazione che cambia l'organizzazione dei geni 

=> Importante dal punto di vista medico: ricombinazione errata air origine 
di alcuni tumori (ad es. Alcune leucemie linfomi, retinoblastoma; in 
generale, avviene quando geni silenti finiscono in zone attive, o viceversa) 

SITO SPECIFICA: 

Integrazione di un plasmide o di un genoma virale nel cromosoma 

REPLICATIVA: 

Trasposizione 




Esempi: 

1- molecole omologhe, ricombinano, scambi 

2- DNA circolare si integra 

3- DNA circolare si divide (dimero-> 2 monomeri) 



Ricombinazione reciproca: 
Le muove molecole di DNA ricombinanti portano 
l'informazione genetica proveniente da entrambe 
le molecole parentali. 

Conversione genica: 

Trasferimento unidirezionale dell'informazione 
genetica; ad esempio: 

A+ B+ c+ a+ b+ c+ 




B+ C- 
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Definizione: 



Ricombinazione 
Conversione genica 
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1: allineamento molecole omologhe 

2: rotture nel DNA, a singolo (modello Holliday) o a doppio 
filamento (modello rottura a doppio filamento) 

3 estremità 3' di un filamento, invade e si appaia con il 
complementare della doppia elica omologa; i due filamenti sono 
tenuti insieme da una giunzione (g. di Holliday) cruciforme. 

4: migrazione del chiasma (della giunzione) 
5: taglio della giunzione (risoluzione) 
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Intermedio di 
Holliday o 
"Chi structure" 
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Eteroduplex 



Ricombinazione 
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Risoluzione "verticale" 

Non si ha ricombinazione, ma solo formazione di un eteroduplex 



Risoluzione "orizzontale": 
Si ha ricombinazione 




Sistema determina formazione di eteroduplex, regioni nelle 
qualiun' elica appartiene ad un filamento parentale originario, e 
l'altra elica all'altro filamento. 

Se vi sono in questa regione piccole mutazioni puntiformi (come 
nel caso di alleli dello stesso gene), si hanno appunto eteroduplex 
che, riparati, determinano la conversione dell' allele (conversione 
genica) 




Struttura a chiasma 
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Modello di Holliday fondamentale, ma non sufficiente a spiegare 
tutte le osservazioni sperimentali. 

Si osserva che gli eventi di ricombinazione sono associati a 
neosintesi di DNA 




Ricombinazione 
Conversione genica 




Spore formate durante la meiosi in ascomiceti 

Alleli dovrebbero segregare in un rapporto 4:4 

A volte si osservano rapporti 3:5 (heteroduplex rimane) o 
rapporti 2:6 (eteroduplex corretto, conversione genica) 

Deviation from a 4:4 ratio is 
explained by the presence 
of heteroduplex DNA after 
separation of homologous 
chromosomes during 
anaphase of meiotic 
division I. 



oubie strana àrea 



01 



Modello alternativo, migliore spiegazione degli 
eventi di ricombinazione: 



Una rottura a doppio filamento precede la ricombinazione. 

Una molecola di DNA viene utilizzata preferenzialmente 
come donatrice dell'informazione genetica. 



Substrati che contengono delle discontinuità (gap) possono 
iniziare la ricombinazione ed essere riparati. 
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Modello riparazione rotture a doppio filamento descrive in modo più 7 
accurato eventi ricombinativi 

Questo modello prevede rottura a doppio filamento. 

In questo modello, l'evento scatenante è rottura del doppio filamento 



Un'elica rimane intatta. L'elica con rottura a doppio filamento 
invade X altra 

Notare doppia elica blu che resta intatta attraverso tutto il 
processo 

Sintesi riparativa del DNA 

Migrazione del chiasma, formazione di un intermedio con due 
giunzioni di Holliday 




Risultato taglio in (2) (oppure in (1)) per entrambi i chiasmi: 
Non si ha crossing over 

Il gap nel filamento "aggressore", ricevente, ha la sequenza del 
donatore 

=> Si e' avuta conversione (sintesi di DNA (rosso) da sequenza 
filamento donatore (blu). Idem nell'altra elica 

=> Le regioni di conversione sono fiancheggiate da eteroduplex 

=> Corrispondenti al sito iniziale di scambio del filamento che e' 
migrato 

=> L'ordine dei geni non è cambiato, ma se nel sito della 
riparazione vi era eteroduplex/ mismatch, può essere riparato 
con la sequenza dell'altro allele 

Risultato taglio in (1) e (2) (oppure in (2) e in (1): 
Crossing over 




Riassunto modello rottura a doppio filamento, e doppio chiasma 

Se il danno è nella zona "rimossa" della elica rossa, viene 
"sostituito" ricopiandolo elica neosintetizzata da filamento blu 




In zone eteroduplex, dove mutazione puntiforme potrebbe essere 
alla base di differenza allelica (A/ a), riparazione in un senso o 
nell'altro 




Quando si ha crossingover, marcatori si scambiano dal punto 
dello scambio 

Quando si ha conversione genica, cambia solo l'allele 
"convertito" 




Nelle regioni ad eteroduplex possono essere presenti dei 
mismatch, magari alla base della differenza fra due forme 
alleliche dello stesso gene 




Durante ricombinazione, ci sono passaggi con formazione di 
eteroduplex 

Se riparato in un senso, non si ha conversione. Nell'altro, si ha 
conversione. 



In modello DSB, poiché DNA viene neosintetizzato a partire da 
elica integra come stampo, solo questa è disponibile per 
l'informazione genetica 

Quindi è questa l'informazione che rimarrà sia sull'elica 
originariamente integra che su quella che ha dato origine alla 
ricombinazione 

Ecco perchè conversione genica maggiormente unidirezionale 
(da elica integra ad elica DBS) 




Confronto fra modello di Holliday e modello Meselson-Radding 
o DSB (doublé strand break) 




Stadio Bentegodi 
Modello. 

Filosofia della scienza (Popper): modello/ ipotesi, 
sperimentazione, dati nuovi "falsificano" ipotesi. 




Confronto fra modello di Holliday e modello Meselson-Radding 
o DSB (doublé strand break) 



(elicasi/nucleasi) 

RecBCD attacca estremità/rottura a doppia elica 



Attività elìcasi svolge il DNA 

Attività nucleasi degrada la doppia elica 



Incontro sequenza chi. RecO sì inattiva 
Si ferma attività esonucleasi 3-5' 
Resta debole attività 5-3' 



Elicasi continua a svolgere il DNA 
Formazione regione a singolo filamento 



Sequenza CHI: GCTGGTGG 




Prototipo E. coli. 

Proteine che promuovono ricombinazione sono le stesse implicate nella 
riparazione delle rotture a doppia elica. 

Sistema RecBCD: 

Processa regioni di rottura a doppio filamento trasformandole in regioni a 
singolo filamento 

Modello semplice: RecBCD degrada doppia elica da una estremità 7 o da 
rottura a doppio filamento. Incontro con sequenza chi inattiva D, resta 
attività 7 elicasi che forma singola elica, che diventa substrato per 
ricombinazione 

Meccanismo: 

Incontro con sequenza chi arresta/ attenua attività 3' -5' 
Continua attività 5' -3' sull'altra elica 

Filamento con terminale 3' diventa a singola elica, con chi terminale. 
Su di essa si lega recA. 

Sequenza chi (crossover hotspot instigator) di 8 nucleotidi. Attesa solo 80 
volte nel genoma coli, invece ci sono 1009 siti! 

Conseguenza: se entra DNA di altro coli, processato a RecBCD per 
ricombinazione. Se di altra specie, viene degradato. 



RecA lega estremità a singolo filamento 
Ricerca sequenze equivalenti sul doppio filamento invaso 
Appaiamento con sequenza omologa 
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RecA: responsabile scambio filamento 



Legame cooperativo di più subunità recA al 3' (assemblaggio più 
frequente ed efficace al 3', substrato di ricombinazione) 

In sito secondario, si lega doppia elica, scambio di appaiamenti 
per testare omologia 



In sito secondario, si lega doppia elica, scambio di appaiamenti 
per testare omologia 

Identità di sequenza di almeno 15 bp indica che omologia è stata 
trovata, si attiva lo scambio del filamento 

Notare formazione intermedio a 3 eliche 




In sito secondario, si lega doppia elica, scambio di appaiamenti 
per testare omologia 

Identità di sequenza di almeno 15 bp indica che omologia è stata 
trovata, si attiva lo scambio del filamento 



Notare formazione intermedio a 3 eliche 



The dsDNA contacts the ssDNA (green) via its minor groove. The 
starting (from 3CMX) and modeled L2 loop structures are, 
respectively, in gray and blue (tube representation). Loop L2_1 
from MtRecA is in magenta. The protein scaffold is not 
represented. The black segment corresponds to the 
phosphodiester backbone of the complementary strand in the 
3CMX crystal structure. This segment is not part of the model but 
has been added to the representation for comparison, since it 
coincides with the dsDNA complementary strand at the level of 
loop L2_1 . 




Intervento di RuvA 

Lega giunzione di Holliday 

RuvB, consuma ATP e provoca cambiamento appaiamenti e 
movimento del chiasma 




Chiasma/ ramificazione si muove 

Alla fine interviene RuvC, nucleasi specifica che taglia il chiasma 
e libera i due doppi filamenti ricombinanti 



RuvC taglia una sequenza specifica corta 

Sequenza e' frequente, ma il fatto che sia specifica causa 
movimento del chiasma (altrimenti RuvC lo taglierebbe non 
appena si forma) 

Orientamento taglio RuvC determina se crossing-over oppure 
conversione genica 
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Riassunto processo nei procarioti 

Formazione 3' a ssDNA 

RecA scambia filamenti 

Polimerasi sintetizza pezzo mancante 

RuvA,B provoca migrazione del chiasma 

RuvC taglia giunzione 



man 






la ricombinazione 


Passaggio 


Procarioti 


Eucarioti 




Appaiamento ed 
invasione 


RecA 


Rad51 

Demi (meiosi) 


Taglio a doppio filamento 
(DSB) 


Danni al DNA 

Errori forca replicativa 


Spo1 (meiosi) 
HO 


Processamelo estremità 
a singolo filamento 


RecBCD (elicasi/ 
nucleasi) 




Scambio dei filamenti 


RecBCD e RecFOR 


Rad52 e Rad59 




Migrazione del chiasma 


Complesso RuvAB 


? 




Risoluzione 


RuvC 


Mus81? 




2 esigenze in contrasto: 

Da un lato, necessità di mantenere sequenze di DNA conservate: 
replicazione, riparazione, e anche ricombinazione, processi che 
avvengono con elevata fedeltà 

Necessario anche rimescolare geni. Ricombinazione vista finora, 
scambia alleli. Importante pero' anche riarrangiamento genico. 

RIARRANGAMENTO passa attraverso: 

1) Ricombinazione conservativa sito specifica 

2) Trasposizione 

Geni attivati/ disattivati, invertendo orientamento (frequente in 
microrganismi, procarioti ma anche eucarioti) 

Con trasposizione, spostamento di sequenze specifiche da una 
molecola di DNA ad un'altra 




Esempio di ricombinazione conservativa sito specifica: 

Conservativa, perche 7 non ci sono nuove sequenze di DNA create 

Ricombinazione fra sequenza f ago e sequenza sul genoma 
batterico, che provoca integrazione genoma fago (detto profago) 

Integrazione cDNA di un retrovirus nel genoma della cellula 
ospite. DNA retrovirale integrato prende il nome di provirus 




Questo tipo di ricombinazione provoca: 

1) Inserzione di una sequenza 

2) Delezione di una sequenza 

3) Inversione 

Questi eventi sono determinati da enzimi specifici, detti 
ricombinasi 

Ad. Es. INVERTASI di salmonella, cambia orientamento 
promotore e quindi diversa espressione di antigeni di 
superficie 

INTEGRASI, enzima che promuove ricombinazione DNA f ago e 
sua integrazione 




Elementi trasponibili o trasposoni 
Due meccanismi: 

1) Escissione e spostamento da un sito ed integrazione in un 
altro 

2) Duplicazione da un sito di origine ad un sito bersaglio 

Generalmente scarsa selettività del sito di inserzione 

Movimento di questi elementi può provocare cambiamenti della 
funzionalità di alcuni geni => inattivazione per inserzione 




A: trasposizione non replicativa 
B: trasposizione eplicativa 




A: trasposizione non replicativa 
B: trasposizione eplicativa 




A: trasposizione non replicativa: " taglia e cuci' 
B: trasposizione replicativa : "copia e incolla" 




Trasposoni a DNA meno frequenti (3%) nel genoma umano. 
Attivi nel corso evoluzione dei primati più antichi, poi inattivati. 

Frequenti invece trasposoni ad RNA. 
LTR: sequenze terminali dei retrovirus 

Possono avere solo LTR e alcuni geni, oppure essere ancora dei 
veri e propri retrovirus integrati (HERV: Human Endogenous 
Retro Virus) 

LINE probabilmente derivate da residui di retrovirus, e SINE 
derivate da LINE 




Comuni nei vegetali. Ma anche nell'uomo, dove possono essere 
importante causa di mutazioni, di malattie genetiche, di tumori 

In genoma umano, oltre 50% sequenze ripetute simili a 
trasposoni (SINE, LINE, LTR, ecc.) 




Effetti in alcuni vegetali 
SX: petunia 
DX: mais 




1. Trasposoni a DNA 

sequenze terminali ripetute invertitecene interno codifica 
per enzima trasposasi 

2. Trasposoni a RNA, tipo retrovirus 

Hanno LTR, codificano per integrasi e trascrittasi inversa (RT) 

3. Retrotrasposoni di tipo poli- A 

codificano per enzimi (ORF1 e ORF2) che favoriscono 
trasposizione (ORF=Open Reading Frame) 

4. In batteri, comunitrasposoni che portano resistenze ad 
antibiotici (ovviamente favoriti da evoluzione) 

Trasposoni AUTONOMI e NON AUTONOMI. I primi hanno 
enzimi che favoriscono trasposizione, i secondi hanno solo le 
sequenze e dipendono da enzimi codificati da 
trasposoniautonomi per potersi trasporre 



Taglia e incolla (DNA) 



i retro virus (RNA 



PoJi-A. LINE (RNA) 
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TAGLIA E INCOLLA (DNA) 

Escissione da sito di origine ed integrazione nel sito target 

Trasposasi si lega a regioni ripetute ed invertite, taglia DNA, 
forma complesso, e promuove ricombinazione nel sito target 



TIPO RETROVIRUS (RNA) 
RNA retrotrascritto a cDNA da RT 
Integrasi lo inserisce nel sito bersaglio 

Probabilmente derivato da retrovirus, che hanno pero 7 sistema 
più 7 complesso, per mantenere integrità 7 sequenze LTR 



TIPO POLI-A 

Esempio, sequenze LINE nel genoma umano 
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Retrovirus, sono virus genoma RNA a singola elica 

Retro perchè hanno enzima, trascrittasi inversa, che ricopia 
genoma virale ad RNA, in DNA 

Sotto forma di DNA, detto provirus 

Virus molto antichi evolutivamente, probabilmente fondamentali 
per evoluzione "orizzontale" 

Per maggiori dettagli, vedere ultima lezione "evoluzione 
molecolare" 

Struttura di base 3 geni, gag poi ed env. Si aggiungono poi altri 
geni. 

Prototipo HIV, virus che causa AIDS 
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Rosso, genoma ad RNA 

Azzurro: prò virus a DNA 

U5 ed U3: regioni ripetute in 5' e in 3' 

R: regione ripetuta 

PBS: primer binding site 

Meccanismo di replicazione provoca duplicazione estremità 
terminali 

Dette LTR, ossia Long Terminal Repeats 




processo duplica sequenze U3-R-U5 alle due estremità del genoma, formando 
coppia di sequenze chiamate LTR, ossia long terminal repeats, di circa 
300-1500 bp 

molecola finale di DNA si chiama provirus 




Trasposoni LTR evolutivamente correlati a retrovirus. 

Probabilmente si tratta di antichi retrovirus, parzialmente inattivi, non più in 
grado di produrre particelle virali infettive 

Esempio retrovirus, HIV (causa AIDS) 

inizio trascrizione richiede priming determinato da un tRNA, in particolare 
tRNAlys3, che si lega a PBS (primer-binding site) 

questo tRNA viene selettivamente incorporato nel virione di HIV, e sembra vi 
siano in media 8 molecole di tRNAlys3 per ogni particella virale 

priming interessa 6 basi 




Integrazione: 

processo catalizzato dal peptide IN (integrasi), parte del complesso 
replicazione 

integrazione avviene casualmente in qualunque punto del genoma 
regione terminale LTR ha 4-6 basi ripetute e invertite 

taglio in DNA sfalsato, e integrazione, che risulta in duplicazione di 4-6 basi 
della sequenza del DNA dell'ospite al sito di integrazione 




0RF1; RNA binding protein 
ORF2: Reverse transcnptase 

^^^m^^^^^^^^^^^^^hmhbbbiiiii Biologia Molecolare 



RNA trascritto, da origine a proteine ORF1 e ORF2 
Si legano al 3' del proprio mRNA 

Arrivati a regione ricca di TTT, tagliano DNA, ibrido DNA/ 
RNA, 3' usato per retrotrascrizione cDNA. 

Sintesi secondo filamento, duplicazione LINE. 

20% del genoma umano 

LINE: long interspersed nuclear element 




0RF1; RNA bìndìng protein 
ORF2: Reverse transcnptase 
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RNA trascritto, da origine a proteine ORF1 e ORF2 
Si legano al 3' del proprio mRNA 

Arrivati a regione ricca di TTT, tagliano DNA, ibrido DNA/ 
RNA, 3' usato per retrotrascrizione cDNA. 

Sintesi secondo filamento, duplicazione LINE. 

20% del genoma umano 

LINE: long interspersed nuclear element 




LINE promuove movimento di sequenze SINE 
SINE: short intersprersed nuclear element 

SINE usa enzimi prodotti da LINE 

Poli-A substrato, quindi questo meccanismo può' agire su altri 
geni. Origine degli pseudogeni processati => pseudogeni senza 
introni 



Meccanismo movimento LINE relativamente raro, perche 7 ORF 
legano subito proprio RNA 




Meta sinistra 



Metà destra 



AAAAAAAA 



Inserzione 



Figura 9.16 La struttura di un elemento 

Ala L'elemento consiste di due metà di 
120 bp ciascuna, con un'inserzione di 31- 
32 bp nella metà destra e una coda di 
poly(A) all'estremità 3'. 
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Gli elementi Ahi sono delle Sine comuni nel nostro genoma. 

Prendono il nome dalla abbondamente presenza del sito di 
restrizione Alu 



wmunoglobuline 




0. Z ipcto 
Biologia Molecolare 



La ricombinazione è alla base della enorme variabilità degli 
anticorpi 

Anticorpi prodotti da linfociti B. Eventi di maturazione, 
ricombinazione a levello delle regioni codificanti le 
immunoglobuline. 



Durante differenziamento linfociti B, cellule che producono 
anticorpi, si hanno eventi di ricombinazione, che mettono vicini 
segmenti genici V e J (variabile e giunzione) 

Trascritto, e splicing avvicina VaJeaC=> catena leggera 

Catena pesante più' complessa, perche 7 ha anche regioni D 

Si forma cosi' in quel particolare clone linfociti B, uno specifico 
anticorpo 



La ricombinazione è alla base della enorme variabilità degli 
anticorpi 

Anticorpi prodotti da linfociti B. Eventi di maturazione, 
ricombinazione a levello delle regioni codificanti le 
immunoglobuline. 

Durante differenziamento linfociti B, cellule che producono 
anticorpi, si hanno eventi di ricombinazione, che mettono vicini 
segmenti genici V e J (variabile e giunzione) 

Trascritto, e splicing avvicina VaJeaC=> catena leggera 

Catena pesante più' complessa, perche 7 ha anche regioni D 

Si forma cosi' in quel particolare clone linfociti B, uno specifico 
anticorpo 




Ricombinazione non omologa alla base di traslocazioni 
cromosomiche 

Spesso associata a patologie 

Questi meccanismi anche a bas speciazione, incroci, formazione 
di ibridi 




Geni duplicati sono simili. Sequenze omologhe, possono 
ricombinare fra loro. 

Quel che succede nelle alpha-talassemie 

Crossing over ineguale provoca delezione un gene e un gene in 
eccesso 

Assenza alla base di talassemia (meno catene alpha) 



